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RESUMO 
 
 
 
 
GOUVEA, Drielly Stephania; M.Sc.; Universidade Federal do Espírito Santo; junho 
de 2016; Embriogênese somática do mamoeiro hermafrodita UENF/Caliman 01; 
Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre, Co-orientadores: Edilson Romais Schmildt, 
Omar Schmildt, Wagner Campos Otoni.  
  
 
A embriogênese somática é o processo de desenvolvimento de embriões a partir de 
células somáticas. Objetivou-se com este trabalho analisar a eficiência de 
reguladores de crescimento nas diferentes fases da embriogênese somática indireta 
a partir de plantas in vitro do mamoeiro hermafrodita hibrido UENF/Caliman 01. 
Discos foliares destas brotações foram inoculadas em meio de indução (MI): meio 
MS (Murashige; Skoog, 1962), com concentração total de sais, e suplementado com 
auxinas, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)(6; 9; 12; 15 e 18 μM) e ácido 4-
clorofenoxiacético (4-CPA)(19; 22; 25; 28 e 31 μM). Os tratamentos foram dispostos 
em delineamento inteiramente casualizados (DIC), com cinco repetições, e cinco 
explantes por repetição. Os dados foram submetidos à análise de variância pelo 
teste F e as médias comparadas pelo teste de Skott-Knott em nível de 5% de 
significância. Ao transcorrer, 90 dias da indução, visualizou-se a formação de alguns 
embriões somáticos nos calos friáveis formados. As concentrações da auxina 2,4-D, 
foram inibitórias, ocorrendo somente a formação de calos de coloração marrom-
clara, os quais tiveram resultados inferior a 20% na formação de embriões 
somáticos, enquanto a suplementação com 4-CPA resultou em 96% de calos 
embriogênicos para a concentração de 25 μM. Os calos embriogênicos, foram 
ix 
 
transferidos para o meio de maturação (MM): MS sem regulador de crescimento; 
ABA – ácido abiscísico (0,5 μM); ABA (0,5 μM) + CA – carvão ativo (15 g L-1); ABA 
(0,5 μM) + CA (30 g L-1); ABA (0,5 μM) + PEG – polietilenoglicol (60 g L-1) durante 30 
dias. Foram observadas diferenças significativas entre os meios de maturação 
testados, uma reação positiva em relação a quantidade de embriões desenvolvidos 
e os efeitos de cada tratamento. O meio de maturação constituído de ABA 0,5 μM + 
CA 30 g L-1 foi o mais eficiente no desenvolvimento de embriõessomáticos 
cotiledonares. Estes embriões cotiledonares maduros, foram inoculados em meio de 
germinação (MG): MS sem regulador de crescimento; GA3 (0,5 mg L
-1); GA3 (1,0 mg 
L-1) e GA3 (1,5 mg L
-1).  
Palavras-chave: Carica papaya L., propagação in vitro, explante hermafrodita, 
auxinas sintéticas.  
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ABSTRACT 
 
 
 
 
GOUVEA, Drielly Stephania; M.Sc.; Universidade Federal do Espírito Santo; june 
2016; Somatic embryogenesis of the hermaphrodite papaya UENF/Caliman 01; 
Advisor: Rodrigo Sobreira Alexandre, Co-advisors: Edilson Romais Schmildt, Omar 
Schmildt, Wagner Campos Otoni.  
 
The Somatic embryogenesis is the process of development of embryos from somatic 
cells. The objective of this work to analyze the growth regulators efficiency in different 
stages of indirect somatic embryogenesis from in vitro plants of hermaphrodite 
papaya hybrid UENF / Caliman 01. Leaf discs of these shoots were inoculated in 
induction (MI): MS basal medium (Murashige, Skoog, 1962) with a total concentration 
of salts and supplemented with auxins 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (6; 9; 
12; 15:18 µM) and 4-chlorophenoxyacetic acid (4-CPA) (19; 22; 25; 28 and 31 µM). 
The treatments were arranged in a completely randomized design (CRD) with five 
repetitions, five explants per repetition. The data were submitted to analysis of 
variance by F test and means were compared by Skott-Knott test at the 5% level of 
significance. During 90 days of induction, visualized training some somatic embryos 
formed in friable callus. The concentrations of 2,4-D auxin were inhibitory, occurring 
only the formation of light-brown callus colored, which were lower than 20% results in 
the formation of somatic embryos, whereas supplementation with 4-CPA resulted in 
96% embryogenic callus for the concentration of 25 µM. The embryogenic calli were 
transferred to the maturation medium (MM): MS without growth regulators; ABA - 
abiscísico acid (0,5 µM); ABA (0,5 µM) + CA - activated charcoal (15 g L-1); ABA (0,5 
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µM) + CA (30 g L-1); ABA (0,5 µM) + PEG - polyethylene glycol (60 g L-1) for 30 days. 
Significant differences were observed among the tested maturation media, a positive 
reaction to the amount of developed embryos and the effect of each treatment. The 
maturation medium consisting of 0,5 µM ABA CA + 30 g L-1 was the most efficient in 
the development of cotyledonary somatic embryos. These mature cotyledon embryos 
were inoculated in germination (MG): MS without growth regulators; GA3 (0,5 mg L
-1); 
GA3 (1,0 mg L
-1) and GA3 (1,5 mg L
-1).  
Key words: Carica papaya L., In vitro propagation, hermaphrodite explant, synthetic 
auxins.
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
A fruticultura é umas das atividades agrícolas brasileira de maior influência 
socioeconômicas, com destaque para a cultura do mamoeiro (Carica papaya L.), na 
qual o Brasil é o segundo maior produtor mundial (FAO, 2013), perdendo apenas 
para a Índia. A espécie é cultivada em quase todo o território nacional, sendo os 
principais produtores: Bahia, Espírito Santo, Ceará, Minas Gerais e Rio Grande do 
Norte (IBGE, 2014). Porém, em critérios de produtividade e exportação, o Espírito 
Santo se sobrepõe e ocupa o primeiro lugar, com 12.911 ton exportadas no ano de 
2014, gerando mais de 20 milhões de dólares em receita (MDIC, 2015). 
Em nível nacional, a produção no Espírito Santo contribui com 25% do valor 
da produção nacional, no estado concentra-se na região norte (IBGE, 2014). Essa 
segunda posição na classificação dos maiores produtores de frutas se deve aos 
municípios de Pinheiros, Montanha e Boa esperança. Além desses municípios, o 
estado possui na cidade de Linhares, a empresa Caliman Agrícola S/A, uma das 
maiores produtoras de mamão do estado.  
Os mamoeiros explorados no Brasil ginoico-andromonoicos (hermafroditas) 
conforme o tamanho e a origem dos frutos podem ser classificados em dois grupos 
distintos: o grupo „Solo‟ e grupo „Formosa‟. As variedades do grupo „Solo‟ são 
representadas por linhagens, enquanto os genótipos comerciais do grupo „Formosa‟ 
correspondem a híbridos F1. As variedades do grupo „Solo‟ mais cultivadas são o 
„Sunrise Solo‟ e o „Golden‟, entretanto também se cultivam materiais selecionados a 
partir destes, feito pelos próprios produtores ou empresas, ao qual são denominadas 
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de seleções, como o „Sunrise Solo BS‟, „Golden THB‟ e „Aliança Solo‟. Quanto ao 
genótipo do grupo „Formosa‟, cultiva-se os híbridos „Tainung 01‟, ou „UENF/Caliman 
01‟ e a variedade „Rubi Incaper 511‟ (COSTA et al., 2013). Dentre os híbridos 
citados, „UENF/Caliman 01‟ têm grande destaque, por ser desenvolvido no Brasil, 
em parcerias entre a Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF) e a Empresa 
Caliman Agrícola® (FERREGUETTI, 2003). 
O Calimosa é um híbrido obtido do cruzamento entre um progenitor do grupo 
Formosa e um progenitor do grupo Solo. Apresenta características fenotípicas do 
grupo Formosa, produzindo frutos alongados nas plantas hermafroditas 
(FERREGUETTI, 2003). Com o aumento na disponibilidade de novos híbridos e 
linhagens dessa fruteira, faz necessária a realização de estudos sobre potencial de 
cultivo, bem como de previsibilidade de produção e adaptação a ambientes 
favoráveis e desfavoráveis (OLIVEIRA et al., 2014).  
Um dos fatores fundamentais na produtividade do mamoeiro é a produção 
de mudas de qualidade, pois está ligada, diretamente, ao potencial de produção e à 
qualidade dos frutos, já que sua propagação, embora possa ser feita 
assexuadamente através da enxertia, estaquia ou cultura de tecidos, ainda ocorre 
exclusivamente pela via seminífera (FRANCISCO et al., 2010). 
Comercialmente, a cultura do mamoeiro é propagada via seminífera, 
colocando duas ou três sementes por cova, sendo que uma grama de sementes 
contém cerca de 60 sementes, no plantio de um hectare necessita cerca de 130 g, 
utilizando 2 ou 3 sementes por cova resulta em aproximadamente 300 a 400g de 
semente no plantio previsto, para compensar falhas na germinação e sexagem. O 
cultivo é prejudicado também por problemas devido à sua heterozigose 
característica e natureza dióica (MALABADI et al., 2011). Tendo em vista os 
problemas gerados pela propagação seminífera e a ausência de um método prático 
e barato para a determinação sexual precoce, torna-se necessária a busca por 
alternativas na produção em larga escala de plantas hermafroditas de C. papaya 
(SCHMILDT et al., 2007).  
Técnicas biotecnológicas têm sido investigadas e utilizadas como 
alternativas para a propagação de sementes convencional, incluindo a 
embriogênese somática, em que, os embriões somáticos são usados para estudos 
de regulação do desenvolvimento embrionário, e também como ferramenta para a 
propagação vegetativa em grandes proporções, o que representa um potencial 
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significativo para a produção bem sucedida de plântulas mais homogéneas, livres de 
contaminantes e que têm características agronômicas superiores (SCHMILDT et al., 
2007).  
A embriogênese somática tem apresentado inúmeros benefícios em relação 
aos métodos tradicionais de propagação, como a multiplicação em larga escala de 
genótipos superiores, a obtenção de um grande número de propágulos (embriões 
somáticos) em pequenos espaços físicos, a sincronização da produção das mudas, 
a possibilidade de armazenamento dos propágulos por um longo período de tempo 
via criopreservação, a produção de sementes sintéticas, eliminando assim, etapas 
do processo, como a de aclimatização, além da possibilidade de um alto grau de 
automatização (TITON et al., 2007). 
O processo embriogênico somático consiste em células haplóides ou 
somáticas que se desenvolvem por meio de diferentes estádios embriogênicos, as 
mesmas fases da a embriogênese zigótica, dando origem a uma planta, sem que 
ocorra a fusão de gametas (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Apresenta grande 
potencial como sistema modelo para estudos de eventos morfológicos, fisiológicos, 
moleculares e bioquímicos em plantas superiores, apresentando aplicações 
biotecnológicas, tais como produção de sementes sintéticas, micropropagação e 
transformação genética (CASTRO et al., 2010).Para que ocorra a embriogênese 
somática, a obtenção do genótipo selecionado também é fundamental, e requer um 
sistema de propagação vegetativa eficiente. 
A cultura de tecidos de plantas é uma técnica que utiliza pequenos 
fragmentos de tecido vivo (explantes) isolados de uma planta, os quais são 
cultivados assepticamente em um meio nutritivo previamente definido. A 
embriogênese somática indireta requer a determinação de células diferenciadas, a 
proliferação de calos e a indução de células embriogênicas determinadas, 
dependendo da ação de reguladores de crescimento, não apenas para a retomada 
da atividade mitótica, mas também para a determinação do estado embriogênico 
(WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986) 
O uso dessas técnicas na cultura do mamão é amplamente relatado na 
literatura, no entanto há diversos fatores que influenciam nas respostas à 
embriogênese somática, sendo um dos principais deles a escolha do genótipo, pois 
há diferentes potenciais embriogênicos para uma mesma espécie. Além do genótipo, 
estes passos são regulados com precisão por muitos fatores, incluindo o nível de 
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açúcar no meio, o tipo e concentração de reguladores de crescimento, fotoperíodo, 
gelificantes, tempo de exposição e indução e meio de maturação que estimula a 
embriogénese somática (ELMEER, 2013).  
Entre as dificuldades apresentadas, a falta de sincronização nos processos 
de maturação, o surgimento de anomalias, redução no custo de produção dentre 
outras, faz necessárias as avaliações de potencias respostas  embriogenicas in vitro 
para cada genotipo. Considerando a ausência de informações sobre o mamoeiro 
híbrido UENF/Caliman01, e sua importancia comercial, é de grande relevancia uma 
análise sobre o processo de embriogênese somática capazes de originar indivíduos 
geneticamente idênticos à planta matriz, e os efeitos de diferentes concentrações de 
auxinas sinteticas como 2,4-D e CPA dessa cultivar.  
Dessa forma, objetivou-se neste trabalho avaliar as fases da embriogênese 
somática no mamoeiro, hibrido Calimosa a partir de discos foliares de brotações de 
plantas adultas, em diferentes concentrações das auxinas 2,4-D e 4-CPA. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. Importância econômica  
 
A importância econômica da família Caricaceae reside grandemente na 
produção de frutos por parte de sua principal espécie, C. papaya, amplamente 
cultivada na região dos trópicos (DAMASCENO JUNIOR et al., 2015). Em território 
brasileiro essa planta é cultivada em quase sua extensão, mas passou a ter 
importância econômica significativa no país a partir da década de 70, com a 
introdução do mamão „Havaí‟ do grupo Solo.  
Para a fruticultura, o cultivo do mamoeiro é umas das atividades agrícolas de 
maior influência socioeconômicas, destacam-se como os maiores produtores 
mundiais, Índia, Brasil, Indonésia e República Dominicana.  Em 2013, a produção 
mundial foi de 12,5 milhões de toneladas e o Brasil responde a 12, 6% dessa 
produção (FAO, 2013). A espécie é cultivada em quase todo o território nacional, 
atualmente, o estado da Bahia ocupa a primeira posição com aproximadamente 
794,565 mil toneladas, seguido do Espírito Santo (399.790 ton), Ceará (98.773 ton), 
Minas Gerais (90.052 ton) Rio Grande do Norte (69.956 ton) (IBGE, 2014). Os 
principais países importadores de mamão brasileiros são Portugal, Espanha, 
Holanda, Reino Unido, Alemanha e Estados Unidos (MIDC, 2015) 
A região Nordeste destaca-se como principal produtora de mamão no Brasil. 
No quesito exportações, o estado do Espírito Santo responde por 50% do total 
(SERRANO; CATTANEO, 2010) é o segundo maior produtor Brasileiro de mamão e 
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o principal polo exportador. A produção no Espírito Santo concentra-se na região 
norte, destaque para o município de Linhares, principal produtor encarregado de 
70% das exportações do fruto. A alta qualidade do fruto produzido no estado e 
dentro das exigências do mercado norte-americano é um resultado do amplo 
trabalho desenvolvido na área de pesquisa, assistência técnica e extensão rural 
(INCAPER, 2010).  
Embora o Brasil se destaque como segundo maior produtor mundial de 
mamão, ainda existe restrições quanto as opções para a escolha de variedades e/ou 
híbridos comerciais para o plantio. Existe uma variabilidade genética limitada, com 
as plantações comerciais, evidenciando, assim, a necessidade de desenvolvimento 
de novos genótipos (RAMOS et al., 2012).   
Essa busca por novos genótipos e melhoramento genético vêm sendo 
atendidas por Centros e Instituições federais e estaduais, universidades, além das 
ações da iniciativa privada. No Brasil, atualmente, as pesquisas de maior relevância 
na área de melhoramento genético do mamoeiro têm sido realizadas pela 
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro – UENF, em Campos dos 
Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro; o Centro Nacional de Pesquisa Mandioca 
e Fruticultura (EMBRAPA/CNPMF) na Bahia, pelo Instituto Capixaba de Pesquisa e 
Extensão Rural – Incaper e pelo Centro Universitário Norte do Espírito Santo 
(CEUNES) da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), no estado do Espírito 
Santo.  
Um exemplo importante no desenvolvimento de novos genótipos foi obtido 
em 2002, pela UENF em parceria com a Empresa Caliman Agrícola S.A., em 
Linhares-ES, em trabalhos de melhoramento genético da cultura teve como 
resultado nove híbridos registrados de mamoeiro (UENF/Caliman 01 a 
UENF/Caliman 09) desenvolvidos no laboratório de Melhoramento Genético Vegetal 
da Uenf. Com destaque para UENF/Caliman 01 – „Calimosa‟, primeiro híbrido 
nacional, que nos anos seguintes ao desenvolvimento trouxe uma economia 
correspondendo milhões ao ano para o paÍs. Apresenta características 
intermediárias entre o grupo Solo e o grupo Formosa, como: maior intensidade na 
coloração e firmeza de polpa, avermelhada, a polpa mais doce devido ao aumento 
da síntese e acúmulo de sólidos solúveis e maior uniformidade no peso e tamanho 
dos frutos, o que é tipicamente intermediária (HERINGER et al., 2013). Em 2010, foi 
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lançada a variedade do grupo“formosa” „Rubi Incaper 511‟, fruto de vários anos de 
pesquisa conduzida no Incaper (SERRANO; CATTANEO, 2010). 
A obtenção de linhagens e híbridos é possível porque o mamoeiro pode ser 
autopolinizado sem expressiva perda de vigor (DANTAS; LIMA, 2001). Para que 
esses fins sejam alcançados, estratégias de melhoramento devem ser empregadas, 
como a formação de populações base e a autofecundação de acessos segregantes 
com características de interesse agronômico.  
A demanda pela fruta fez crescer também, nos últimos anos, as áreas de 
cultivo que lentamente se direcionam ao semiárido, e, com isso, cresce a 
necessidade de novas variedades melhoradas para o cultivo, como o 4 híbrido 
„Calimosa‟, que agora juntamente com o Tainung 01, já está como segundo genótipo 
mais plantado (LUZ et al., 2015). Porém faz se necessário maior aproveitamento do 
cultivar, ampliando estudos específicos que ainda são escassos, principalmente no 
que se refere a propagação. 
 
2.2. Propagação do mamoeiro 
 
O mamoeiro (Carica papaya L.) pode ser propagado por meio de sementes, 
estacas e cultura de tecidos. As lavouras comerciais de mamoeiro são 
convencionalmente propagadas por sementes. No entanto, o cultivo é prejudicado 
por problemas devido à sua natureza dióica, problemas de disseminação de 
doenças e de variabilidade genética decorrentes da polinização livre (BORGES et 
al., 2006; SCHMILDT et al., 2007; MALABADI et al., 2011).  
Ademais, há a necessidade da sexagem, pois o sexo da planta só é 
determinado decorrente da primeira floração, não existindo nenhum procedimento 
de identificação precoce. Estas características impõem limitações consideráveis em 
trabalhos de melhoramento genéticos e são umas das principais razões para a falta 
de variedades adequadas desta importante cultura 
O mamoeiro possui essencialmente três tipos de flores, masculino, feminino 
e hermafrodita, no qual o sexo determina o formato diferente dos frutos.  No entanto, 
em cultivos comerciais, as plantas são de populações ginóico-andromonóicas, em 
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que são femininas ou hermafroditas. O desbaste das plantas indesejáveis ou 
improdutivas, consiste na identificação das plantas hermafroditas e eliminação das 
demais, permitindo assim aumento da produtividade e, consequentemente, da 
rentabilidade da cultura (MARIN; GOMES, 1985). Calcula-se para um hectare 
plantado com mamão no Brasil, em torno de 1800 (número de plantas por ha) x 2 
mudas por cova desbastadas = 3600 plantas descartadas ao florescimento, num 
total de 5400 plantas. 
Como não se reconhece o sexo das plantas no início do plantio, os 
agricultores recomendam plantar pelo menos três mudas por cova, o que aumenta 
consideravelmente os custos de produção, além de afetar o desenvolvimento das 
plantas hermafroditas em razão da competição por água, luz e nutrientes (CHAGAS, 
2014). Em função do custo elevado, vários produtores optam por produzir suas 
próprias sementes,reproduzindo em suas lavouras materiais de baixo padrão de 
qualidade genética,permanecendo no campo cultivares sem expressão econômica, 
com risco de disseminação de doenças de grande severidade para a cultura 
(AZEVEDO; NETO, 2014). 
A despeito de os primeiros trabalhos com hibridação, somente em 2001 
foram lançadas e disponibilizadas no mercado sementes do primeiro híbrido nacional 
do grupo 'Formosa', fruto de parceria público-privada, denominado "Calimosa' e, 
mais recentemente, em 2011, foi lançada a público a primeira variedade do grupo 
'Formosa', denominada 'Rubi Incaper 511' (RUGGIERO et al., 2011). 
A propagação vegetativa é uma alternativa para a redução de alguns desses 
problemas. Possibilita fixar imediatamente as combinações mais favoráveis de 
caracteres importantes, as composições químicas específicas, as interações 
genéticas superiores e o alto nível de heterozigose (BISOGNIN, 2011).  
A aplicação de técnicas de cultura de tecidos de plantas é uma das 
estratégias mais utilizadas na propagação vegetativa, o cultivo in vitro por exemplo, 
que utiliza pequenos fragmentos de tecidos vivo (explantes) isolados de uma planta, 
os quais são cultivados assepticamente em um meio nutritivo previamente 
estabelecidos. Dentre os principais usos da cultura de tecidos tem-se a reprodução 
de plantas in vitro visando a produção de mudas de alta qualidade, a recuperação de 
plantas livres de vírus (limpeza clonal), a conservação in vitro de recursos genéticos 
de plantas (conservação de germoplasma), a produção de haplóides e duplos 
(TORRES et al., 1998). 
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No mamoeiro, o cultivo in vitro é influenciado por diversos fatores, tais como 
idade da planta, época de coleta dos explantes, tipo de explante e o genótipo, além 
disso, uma das grandes limitações da cultura de tecidos consiste na necessidade de 
ajustes no balanço de nutrientes, reguladores de crescimento e condições de cultura 
para cada cultivar maximizar o seu desenvolvimento in vitro (ARORA; SINGH, 1978). 
O sucesso do cultivo in vitro está diretamente relacionado com a manipulação 
isolada ou combinada de reguladores de crescimento, o cultivo in vitro sem 
reguladores de crescimento é quase impraticável (MELO et al., 2001; VIDAL et al., 
2013). 
Outra aplicação da cultura de tecidos é a embriogênese somática, a qual é 
um processo em que células haplóides ou somáticas desenvolvem-se por meio de 
diferentes estádios embriogênicos (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Representa 
uma alternativa para a propagação clonal massiva e também uma potencial solução 
para os problemas de propagação em campo especialmente na área frequente 
transmissão de doenças e manutenção de cultivares que tenham sido selecionados 
por suas características genéticas importantes (KARIM; AHMED, 2010).  
A embriogênese somática representa uma ferramenta muito influente na 
biotecnologia para a propagação de espécies com longo ciclo reprodutivo ou baixa 
produção de sementes e de plantas geneticamente modificadas com características 
melhoradas. A embriogênese somática, também é um modelo versátil para estudar 
os mecanismos celulares e moleculares da padronização do embrião da planta. A 
morfologia e regulação molecular da embriogênese somática se assemelham aos da 
embriogênese zigótica e começar com o estabelecimento da assimetria apical-basal 
(SMERTENKO; BOZHKOV, 2014). 
A determinação da forma preferencial de propagação também é essencial 
para a escolha do método de melhoramento mais adequado, pois existem métodos 
específicos para os diferentes sistemas reprodutivos (DIAS; KAGEYAMA, 1982). Os 
objetivos principais dos programas de melhoramento de mamão incluem o aumento 
no rendimento e produtividade, resistência a fatores de estresse biótico e abiótico e 
características de qualidade melhorada (DHEKNEY et al., 2016). 
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2.3. Embriogênese somática 
 
A embriogênese somática, conhecida também como embriogênese 
adventícia ou assexuada. Trata-se de um processo característico das plantas 
vasculares, pelo qual células ou tecidos somáticos se desenvolvem até a formação 
completa de uma planta, através de uma série de estágios embriogênicos 
semelhantes àqueles observados na formação de embriões zigóticos (RODRIGUEZ; 
WETZSTEIN, 1998).  
O embrião somático é similar ao zigóticos, apresenta um sistema vascular 
fechado, ou seja, sem conexão com os tecidos adjacentes, e independentes do 
explantes que lhe deu origem (SCHUMANN et al., 1995; GUERRA et al.,1999).  
Culturas embriogênica são produzidas em meio de indução através de duas 
vias, direta ou indireta. Na embriogênese direta, os embriões somáticos originam-se 
dos explantes sem formação de estádios intermediários de calo, a partir de “células 
pré-embriogênicas determinadas”. Na embriogênese somática indireta, os embriões 
somáticos se formam a partir de um calo, apresenta células em diferentes estádios 
de diferenciação, “células embriogênica induzidas” e, consequentemente, com 
diferentes graus de determinação, as quais podem adquirir novas competências 
mediadas por mensageiros químicos específicos (SHARP et al., 1982; DHEKNEY et 
al.; 2016). Os estágios de desenvolvimento pró-embrionários e embrionários são: 
globulares, cordiforme, torpedo e cotiledonar, o que acontece em ambos os estágios.  
A sobrevivência e crescimento de uma planta completa depende das 
condições nas etapas iniciais, fase de indução e maturação, quando os embriões 
são formados, amadurecem e germinam. Logo, para obter a propagação em massa 
de plantas por meio da embriogênese somática, é importante que se compreendam 
e estabeleçam os fatores críticos que ocorrem durante o processo.   
O material genético, o estado fisiológico, tipo de explantes, concentrações 
endógenas de hormônios nos explantes, condições de cultivo como fotoperíodo, 
intensidade e qualidade da luz, concentrações do meio basal, reguladores de 
crescimento, agente gelificantes e pH do meio, são importantes fatores que afetam o 
processo de embriogênese somática.  
A calogênese e embriogênese somática é o resultado de uma reestruturação 
dos tecidos, ocorrida principalmente em função das condições de cultivo como alta 
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concentração de reguladores de crescimento,níveis de sacarose e regime de escuro 
nos fatores de meio de cultura e de estresse.  
Reguladores de crescimento muitas vezes necessária para induzir a maioria 
dos embriões somáticos em espécies de plantas (SIVANESAN et al., 2015). A 
concentração de sacarose pode influenciar nos processos de iniciação e 
diferenciação dos embriões somáticos, uma vez que o seu metabolismo, em plantas, 
é regulado por um grupo de genes (sacarose sintase e sacarose invertase), cujas 
respostas são moduladas de acordo com a variação da sua concentração (Koch 
1996). E como medida de prevenção da oxidação de compostos fenólicos liberados 
pelos explantes, pois, inibe o crescimento do mesmo (MELO et al., 2001). Dentre 
algumas citadas por Grattapaglia e Machado (1998) ressalto carvão ativado e 
incubação inicial dos explantes no escuro. 
O processo de embriogênese somática requer a indução embriogênica, na 
qual se dá pela exposição dos explantes a determinadas concentrações de auxina 
durante um período de tempo variável, dependendo da espécie, genótipo analisado 
ou mesmo tipo de explante. Basicamente as auxinas são as substâncias 
responsáveis pelo processo de indução, atuando na desdiferenciação e 
rediferenciação das células dos explantes (KOEHLER, 2013; DHEKNEY et al., 
2016).  
Dentro da cultura de tecidos, no processo de propagação vegetativa de 
material genético selecionado até o uso da embriogênese somática, vários 
protocolos foram desenvolvidos para a produção de embriões em alta frequência, a 
partir de diferentes tipos de explantes de mamoeiro como:  hipocótilo, gema axilar, 
caule, óvulo, embrião zigótico e explantes de raiz (LITZ; CONOVER, 1980; CHEN et 
al., 1987; FITCH; MANSHARDT, 1990; FITCH, 1993; JORDAN; VELOZO, 1997; 
ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; ANANDAN et al., 2012; ABREU et al., 2014; 
RAZALI; DREW, 2014).  
Como técnica de propagação, a embriogênese somática apresenta-se como 
uma ferramenta indicada na obtenção de mudas clonais, pela possibilidade de 
propagação em larga escala e considerado como uma ajuda eficaz em estudos de 
transformação genética.  Assim, a embriogênese somática pode ajudar a aumentar a 
produção global de mamão por clonagem cultivares elite que produzem frutas de alta 
qualidade (HERINGER et al., 2013). 
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O estabelecimento de protocolos para a embriogênese somática do 
mamoeiro é importante por permitir a multiplicação massal de plantas hermafroditas, 
diminuindo a importação de sementes híbridas que apresentam preço elevado no 
mercado internacional (ALMEIDA et al., 2001).  
Comparando-se às demais técnicas de propagação in vitro, a embriogênese 
somática apresenta algumas vantagens: a) alta taxa de multiplicação; b) permite alto 
grau de automatização; c) pode ser utilizada como ferramenta integrada a 
programas de melhoramento genético, em especial quando associada a técnicas de 
criopreservação e engenharia genética (GUERRA et al., 1999); d) possibilita a 
transferência de genes, razão pela qual tem sido utilizada como ferramenta em 
estudos de desenvolvimento das plantas (ZIMMERMAN, 1993); e) propagação 
clonal e melhoramento, tanto pela fusão de protoplastos como pela transformação 
genética. 
Porém, a principal limitação observada pelos pesquisadores na utilização da 
embriogênese somática é a variação somaclonal quando se realizada sucessivos 
subcultivo, o que afeta o desenvolvimento das plantas produzidas (LAKSHMANAN et 
al., 2005). 
De modo geral, o processo de embriogênese somática ocorre em três fases 
distintas: indução, maturação e germinação, sendo necessárias diferentes condições 
de cultura para a obtenção de sucesso em cada fase. 
As etapas iniciais são consideradas críticas, segundo Guerra et al. (1999), a 
fase de indução e o controle da embriogênese somática podem ser afetados por 
uma série de fatores, tais como, fonte e estádio fisiológico do explantes, genótipo da 
planta-mãe, formulação do meio básico, agentes gelificantes, níveis e período de 
tempo em que os reguladores de crescimento são mantidos na cultura.  
As células somáticas em sua maioria, não são embriogênicas e a fase da 
indução é requerida para a aquisição da competência embriogênica (DODEMAM et 
al., 1997). É o resultado da ativação de células responsivas contendo receptores 
para determinado regulador de crescimento, entre os reguladores de crescimento, as 
auxinas, principalmente o 2,4-D, são essenciais na aquisição da competência 
embriogênica, culminando na desdiferenciação e rediferenciação das células dos 
explantes.   
A ES tem sido frequentemente iniciada em meio contendo altos níveis de 
auxinas, na qual estão envolvidas na indução e iniciação de embriões somáticos 
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(KOMAMINE et al., 1992; GUERRA et al., 1999). Porém, para iniciar a via de 
organização embriogênica, há a necessidade de remoção das auxinas do meio. Sua 
presença contínua induz a síntese de proteínas necessárias para iniciar a formação 
do embrião somático até o estágio globular e inibir a sua diferenciação para os 
demais estágios de desenvolvimento embrionário (ZIMMERMAN, 1993).  
Diversas auxinas têm sido utilizadas para indução, dentre elas destacam-se 
o 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Dicamba (ácido 3,6-dicloroanísico), ANA (ácido 
naftalenoacético), Picloram (ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico), CPA (ácido 2,4,5- 
clorofenoxiacético) (RENUKDAS et al., 2003; GARCIA et al., 2007; FARZANA et al., 
2008; MOURA; MOTOIKE, 2009; SIMÕES et al., 2010; RAMOS, 2011;). Acredita-se 
que as auxinas sintéticas em altas concentrações têm efeito na indução da 
embriogênese somática relacionada à sinalização e como um componente que gere 
estresse (FEHER et al., 2003). 
A eficácia da embriogênese somática depende da capacidade de 
morfogênese do explantes colocado em meio, competência embriogênica, o que 
necessita de maiores estudos para a definição do sinal que inicia esse processo. 
Células podem tornar-se competentes para embriogênese somática, desde que a 
interação entre fatores endógenos e exógenos, como a concentração e o tipo de 
regulador de crescimento utilizado, esteja balanceada, desencadeando uma série de 
eventos moleculares que podem afetar a expressão do gene e determinar a 
diferenciação de embriões somáticos (NOLAN et al., 2014; CARVALHO et al., 2015).  
Esses genes podem ser divididos em dois grupos: promotores e repressores 
da embriogênese somática, sendo que entre os promotores o melhor caracterizado é 
o SERK (Embriogênese Somática Quinase Receptor) isolado de células 
embriogênicas de várias espécies, dentre elas, cenoura (SCHMIDT et al., 1997), 
Bracchiaria spp. (KOEHLER, 2010), Ananascomosus (MA et al., 2012) e 
Cyclamenpersicum Mill (SAVONA et al., 2012).  
A maturação, é uma fase crítica no desenvolvimento do embrião somático, 
há variações como a paralisação da germinação e o embrião adquiri tolerância a 
dessecação. Os embriões somáticos são submetidos a alterações morfológica e 
bioquímicas, tais como a deposição de armazenamento de produto, as quais são 
essenciais para o desenvolvimento da planta subseqüente (MÁRQUEZ-MARTIN et 
al., 2011). 
14 
 
Faz se necessária a retirada da auxina do meio e a adição de promotores de 
maturação. A estratégia empregada consiste em interromper os ciclos repetitivos de 
divisão celular e fornecer os estímulos fisiológicos, bioquímicos e ambientais para a 
diferenciação celular, originando, dessa forma, grande número de embriões 
somáticos maduros, de alta qualidade e aptos a se tornarem plantas (GUERRA et 
al., 1999). Como produtos desse segundo ciclo, são obtidos embriões somáticos 
maduros passíveis de germinação in vitro e ex vitro ou que podem, ainda, ser 
utilizados para produção de sementes sintéticas (STEINER et al., 2008).  
As principais substâncias promotoras de maturação são o ácido abscísico 
(ABA); agentes osmóticos, como polietilenoglicol (PEG), carboidratos, hexitois e 
carvão ativado, cruciais para a progressão do desenvolvimento normal dos embriões 
somáticos e à sua conversão em plântulas (LAKSHMANAN, 2005; CALIC-
DRAGOSAVAC et al., 2010). 
As condições de maturação sofrem influência de diferentes fatores, com 
destaque para: genótipo do explante, estágio de desenvolvimento das massas pró- 
embriogênicas, tipos e concentrações de reguladores de crescimento, osmolaridade 
e composição do meio de cultura, frequência de subcultivos e idade das culturas.  
Em mamoeiro cv. Co7, a maturação de embriões somáticos apresentou 
correlação positiva com o aumento da concentração de ABA, a maturação resulta 
em embriões somáticos pouco desenvolvidos e frequentemente anormais, 
apresentando baixa capacidade para a germinação e desenvolvimento da planta 
(ANANDAN et al., 2012). O ABA regula vários processos fundamentais, como a 
síntese e deposição de proteínas de reserva, e a eliminação do suspensor das 
massas proembriogênicas (DODEMAN et al., 1997).  
O PEG é um agente osmótico não plasmolizante, que não penetra 
nascélulas vegetais, a adição desse agente osmótico aomeio de cultura reduz a 
disponibilidade de água, simulando as condições dodesenvolvimento zigótico, 
promovendo a histodiferenciação do embrião (STASOLLA; YEUNG, 2003). 
Os efeitos benéficos do CA sobre morfogênese são associados 
principalmente adsorção de substâncias tóxicas, compostos fenólicos e ao excesso 
de fitohormônios, vitaminas, etileno e demais substâncias que podem comprometer 
o crescimento vegetal, incluindo aqueles que emanam de tecidos cultivados ou de 
origem, também, vem sendo utilizado para otimizar e regular o crescimento de 
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plantas in vitro, (LAMEIRA et al., 1997; PERERA et al., 2008; MARTÍNEZ, et al., 
2015). 
Embriões somáticos podem ser transferidos para diferentes meios de 
germinação, que pode ser suplementado com ácido giberélico (GA3) (KAYIM; KOC, 
2006; ABREU et al.,2014; NUÑO-AYALA et al., 2012); com diferentes combinações 
de citocininas e auxinas (CLARINDO et al., 2008; SUN et al., 2011), ou desprovido 
de reguladores de crescimento (SIMÕES et al., 2010; TEXEIRA et al., 2011; 
PINHEIRO et al., 2012), para que ocorra a conversão em plântulas. O sucesso 
dessa etapa, que culmina com a formação de plântulas normais, é dependente da 
formação de embriões normais no processo de maturação (DETONI, 2013). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
O trabalho foi desenvolvido na sala de cultura do Laboratório de 
Melhoramento Genético, no Centro Universitário Norte do Espírito Santo (CEUNES), 
da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), localizado no município de São 
Mateus-ES e no Laboratório de Cultura de Tecidos II do Instituto de Biotecnologia 
Aplicada à Agropecuária – BIOAGRO, Departamento de Biologia Vegetal, da 
Universidade Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa-MG.  
 
3.1. Material vegetal  
 
As plantas matrizes foram obtidas a partir da semeadura do mamoeiro 
Carica papaya L. híbrido UENF/Caliman 01, cultivadas em vasos de 12 L, na casa 
de vegetação. As sementes utilizadas foram cedidas pela empresa Caliman Agrícola 
S.A., localizada no município de Linhares-ES. Estas plantas foram sexadas quando 
atingiram a floração (± 5 meses), onde manteve as hermafroditas. Destas plantas 
adultas hermafroditas, foram coletados, aos 6 meses os explantes (segmentos 
apicais de brotações laterais) de 0,5 cm de comprimento e encaminhados ao 
Laboratório de Cultura de Tecidos (LCT) no CEUNES/UFES. Segmentos apicais de 
brotações laterais de plantas hermafroditas do mamoeiro híbrido UENF/Caliman 01 
foram induzidos a organogênese direta na obtenção de brotações axênicas in vitro. 
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 No LCT em câmara de fluxo laminar, os explantes foram submetidos a 
desinfestação, com álcool 70% por 30 segundos, em seguida, hipoclorito de sódio a 
1% por 15 minutos, que após cada procedimento de desinfestação os explantes 
foram lavados três vezes em água destilada. 
 
3.2.  Estabelecimento e multiplicação in vitro 
 
Os segmentos apicais foram inoculados individualmente em tubos de ensaio 
contendo 15 mL de meio de cultura de estabelecimento, com concentração total de 
sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), mio-inositol (100 mgL-1), 
sacarose (30 gL-1), ágar (6,5 g L-1, MERCK®) e suplementados com 0,024 µM de 
cinetina (6-furfurilaminopurina) e 0,000499 µMde ANA (ácido α-naftaleno acético) 
(SCHMILDT et al., 2007). Os tubos de ensaios com os explantes foram mantidos em 
sala de crescimento no Laboratório de Melhoramento Genético - CEUNES/UFES, 
com temperatura de 27 ± 2ºC e fotoperíodo de 16 horas, sob fluxo de fótons 
fotossintéticos de 90 μmol m-2 s-1 obtido por lâmpadas de LED azul/vermelha no 
período de 30 dias.  
Os explantes reativos foram então recultivados em meio de multiplicação, 
MS acrescidos de 0,000499 µMde ANA, 0,0019 µM de BA (6-benzilaminopurina) e 
0,27 µMde sulfato de adenina, em fracos contendo 30 mL de meio e, mantidos em 
sala de crescimento, sob as mesmas condições ambientais citadas acima, no 
período de 30 dias, e subcultivado por duas vezes, a cada intervalo de 30 dias. No 
preparo dos meios de cultura, o pH foi ajustado para 5,7 antes da adição do ágar e, 
posteriormente, foi autoclavado a 121 ºC, 1,5 atm por 20 minutos. 
Ao final desta etapa, os fracos devidamente vedados foram transportados 
para o Laboratório de Cultura de Tecidos II, do Instituto de Biotecnologia Aplicada à 
Agropecuária – BIOAGRO, Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade 
Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa-MG.  
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3.3. Indução da embriogênese somática  
 
Em câmara de fluxo laminar, no Laboratório de Cultura de Tecidos II, na 
UFV, discos foliares do mamoeiro UENF/Caliman 01, foram extraídas de brotações 
axênicas  in vitro, e em seguida inoculadas em placas de Petri de poliestireno 90x15 
mm (KASVI®) contendo 40 mL por placa de Meio de Indução (MI) de embriogênese 
somática, elaborado a partir do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 
concentração total de sais, mio-inositol (100 mg L-1), sacarose (30 g L-1), ágar (6,5 g 
L-1, MERCK®) e suplementado com auxinas 2,4-D - ácido 2,4-diclorofenoxiacético (6; 
9; 12; 15 e 18 μM) ou 4-CPA - ácido 4-clorofenoxiacético (19; 22; 25; 28 e 31 μM) 
conforme os tratamentos. O MI teve seu pH ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da adição 
do ágar.  
Foram utilizadas cinco placas por tratamento, sendo colocados cinco 
explantes em cada placa. As placas foram incubadas no escuro, com temperaturas 
de 27 ± 2 °C por 90 dias. Após esse período foram avaliadas a calogênese (%); calo 
embriogênico (%); calos não embriogênicos; frequência de ES por calo e média dos 
tipos de ES (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar).  
 
3.4. Maturação dos embriões somáticos  
 
Foram testadas a competência de maturação dos embriões somáticos 
obtidos a partir dos calos embriogênicos, durante o processo de indução, com idade 
entre 90 a 100 dias, contendo embriões em diferentes estádios de diferenciação, nos 
seguintes meios de maturação (MM): MS sem reguladores de crescimento (RC); MS 
+ ABA - (0,5 μM); MS + ABA (0,5 μM) + CA - carvão ativo (15 g L-1); MS + ABA (0,5 
μM) + CA (30 g L-1) e MS + ABA (0,5 μM) + PEG – polietilenoglicol 6000 (60 g L-1).  
Os calos embriogênicos utilizados nesta fase, tiveram origem da indução de 
embriões, de todas as concentrações testadas, que obtiveram embriões somáticos.  
Após a inoculação, as placas de Petri foram mantidas em sala de crescimento, com 
fotoperíodo de 16 horas de luz, e temperatura a 27 ± 2 °C, sendo irradiada por fluxo 
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de fótons fotossintéticos de 90 μmol m-2 s-1 obtido por lâmpadas de LED azul e 
vermelha por 30 dias. Foram avaliadas a frequência de ES (ES calo-1) e ES 
germinados (%).  
 
3.5. Germinação dos embriões cotiledonares  
Embriões somáticos cotiledonares normais, selecionados com base no 
resultado do melhor meio de maturação (MS + ABA 0,5 μM + CA 30 g L-1). Foram 
transferidos para placas contendo meios de germinação (MG): MS sem regulador de 
crescimento; MS + 0,5 mg L-1 GA3; MS + 1,0 mg L
-1 GA3 e MS + 1,5 mg L
-1 GA3. As 
placas foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperíodo de 16 horas de luz, 
e temperatura a 27 ± 2 °C, sendo irradiada por fluxo de fótons fotossintéticos de 90 
μmol m-2 s-1 obtido por lâmpadas de LED azul e vermelha, até o desenvolvimento de 
raízes nos embriões. Foram avaliadas a porcentagem de germinação de embriões 
(protusão da raiz primária).  
 
3.6. Análise estatística  
 
Nos experimentos da fase de Indução utilizaram-se os calos provenientes 
dos discos foliares de acordo com as diferentes concentrações de 2,4-D e 4-CPA. 
Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizados (DIC), 
com cinco repetições, e cinco explantes por repetição.  
A fase de maturação foi realizada também em delineamento inteiramente 
casualizados, com cinco tratamentos e cinco repetições, no qual cada repetição 
equivale uma placa, resultante da fase de indução, selecionada ao acaso dentro de 
cada concentração.   
Os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste F e as médias 
comparadas pelo teste de Skott-Knott em nível de 5% de significância, feitos 
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agrupamentos das médias para cada auxina testada separadamente, realizados 
com o auxílio do Programa GENES (CRUZ, 2013).  
Ao final, a fase de germinação, embriões cotiledonares normais, foram 
avaliados em contagem integral dos embriões germinados, e feita uma estatística 
descritiva dos resultados.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Indução da embriogênese somática  
 
A obtenção de explantes utilizados na embriogênese somática do mamoeiro 
hermafrodita UENF/Caliman 01 iniciou-se com o estabelecimento in vitro de ápices 
de brotações laterais de plantas de seis meses de idade, após a sexagem (Figura 
1A). Estes segmentos apicais se desenvolveram através do processo organogênico 
em brotações multicaulicas in vitro (Figura 1B-C). A embriogênese somática a partir 
de explantes foliares axênicos de brotações in vitro (Figura 1C) foi iniciada por meio 
indireto passando por uma fase de calo (Figura 1D) através de diferentes 
concentrações dos reguladores de crescimento 2,4-D e CPA (Tabela 1).  
A calogênese a partir de explantes foliares do mamoeiro hermafrodita 
UENF/Caliman foi mais eficiente quando induzida com 2,4-D nas concentrações de 
15 (88%) e 18 µM (100%) e CPA em todas as concentrações, não diferindo 
estatisticamente entre si, com médias variando de 84 a 100% (Tabela 1). Entretanto, 
o CPA foi a auxina que proporcionou as maiores porcentagens de calos 
embriogênicos, nas concentrações de 25 (96%), 28 e 31 (94%), não havendo 
diferença estatística entre as mesmas (Tabela 1) e que, a maior frequência de ES 
calo-1 (17,2) foi obtida com o 4-CPA na concentração de 25 µM (Tabela 1).  
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Figura 1. Embriogênese somática a partir de explantes foliares axênicos de 
brotações in vitro domamoeiro hermafrodita híbrido UENF/Caliman 01. (A) Planta 
matriz, com 10 meses de cultivo. (B) Segmentos apicais de brotações laterais. (C e 
D) Brotações in vitrodo mamoeiro hermafrodita hibrido UENF/Caliman 01. (E) Calos 
sendo formados em MI (40 dias). (F) Crescimento de calo friável. (G) Calos 
embriogênicos induzidos com 2,4-D, em MM ABA (0,5 μM) + CA (15 g L-1). (H) 
Embriões somáticos em estádio torpedo; (I) Embriões somáticos em diferentes 
estádios de desenvolvimento. (J) Embrião cotiledonar normal em 
desenvolvimento.(K) Calo embriogênico induzido com 4-CPA, em MM ABA (0,5 μM) 
+ CA (15 g L-1). (L) Embriões somáticos em MM. (M) Embrião normal germinado com 
folhas cotiledonares. (N e O) Embriões cotiledonares morfologicamente normais. (P) 
Embrião anormal germinado. (Q) Conversão de embrião cotiledonar em plântula.  
Abreviações: cot. cotilédones; ee. eixo embrionário; ECo. embrião somático 
cotiledonar; ECr. embrião somático cordiforme; EG. embrião somático globular; 
ET.embrião somático torpedo. Barra = 1 cm (A, B, C e D); 1,0 mm (E-O).  
Ecr 
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Eco 
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Tabela 1. Indução in vitro de discos foliares de brotações axênicas do mamoeiro 
hermafrodita híbrido UENF/Caliman 01 em meio MS suplementado com diferentes 
concentrações de 2,4-D e 4-CPA, sobre a formação de calos, calos embriogênicos e 
não embriogênicos, e frequência de ES calo-1, após 90 dias de cultivo 
(1)
Médias seguidas das mesmas letras não diferem estatisticamente entre si, em nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Knott. 
Nuño-Ayala et al. (2012) ao induzirem embriões zigóticos maduros de Jarilla 
heterophylla (Caricaceae), em meio acrescido de 2,4-D (18,09 µM) verificaram efeito 
negativo sobre a produção de calos, análogo ao controle (0 µM), na qual 
encontraram aproximadamente 3,0 e 2,6 calos por explante, respectivamente. 
Almeida et al. (2001) observaram no híbrido Tainung 01 médias superiores de calos 
embriogênicos (41,7%) com o uso de 2,4-D (9,04 ou 45,24 µM). Sun et al. (2011) a 
partir de sementes imaturas do mamoeiro cv. Sunrise obtiveram 68,7% de 
frequência de calos em meio MS contendo 2,4-D (6,0 μM) + ANA (2,5 μM) + cinetina 
[6-furfurilamino purina] (4,0 μM). Detoni (2013) observou em folhas cotiledonares no 
mamoeiro Golden THB baixa eficiência do 2,4-D, ao contrário do uso do CPA (25 
µM), que apresentoualtas porcentagens de calos embriogênicos (91,67%) e número 
médio de embriões (65,75). Anandan et al. (2012) em embriões imaturos 
domamoeiro cv. Co7, obtiveram percentual elevado (87%) de explantes produzindo 
calos, destes, 75,12% são embriogênicos, com o uso de 2,4-D (2,0 mg L-1), e uma 
diminuição na calogênese quando a concentração de 2,4-D foi aumentada de 4,0 a 
  Características avaliadas  
Tratamentos Calogênese 
(%) 
Calos 
embriogênicos 
(%) 
Calos não 
embriogênicos 
(%) 
Frequência 
absoluta de ES 
2,4-D [6µM]     36 b (1)   4 c 32 b  1,0 d 
2,4-D [9µM] 44 b   8 c 36 b  2,0 d 
2,4-D [12µM] 56 b 16 c 40 b  1,6 d 
2,4-D [15µM] 88 a 12 c 76 a  2,4 d 
2,4-D [18µM]      100 a 20 c 80 a  0,6 d 
4-CPA [19µM]        96 a 28 b 68 a  6,4 c 
4-CPA [22µM] 84 a 56 b 28 b 10,6 b 
4-CPA [25µM]      100 a 96 a   4 b 17,2 a 
4-CPA [28µM] 96 a 84 a 16 b 10,0 b 
4-CPA [31µM]      100 a          84 a 16 b   6,2 c 
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12,0 mg L-1 (47,4%). Uma baixa concentração de 2,4-D (9,05µM) é diretamente 
relacionada à alta frequência de resposta calogênica a partir de explantes foliaresde 
Carica papaya L., em aproximadamente um mês de cultura, em que 74% dos 
explantes foliares converteram-se em calos embriogênicos friáveis (KOEHLER et al., 
2013).  
Células podem tornar-se competentes para a embriogênese somática, desde 
que a interação entre fatores endógenos e exógenos, como a concentração e o tipo 
de regulador de crescimento utilizado, esteja balanceada, desencadeando uma série 
de eventos moleculares que podem afetar a expressão de genes e determinar a 
diferenciação de embriões somáticos (NOLAN et al., 2014;CARVALHO et al., 2015). 
A adição de auxinas ao meio de cultura pode aumentar a totipotência de 
células com habilidade para proliferar e regenerar embriões somáticos (GARCIA et 
al., 2011). Segundo Guerra et al. (2001), o genótipo da planta mãe doadora dos 
explantes juntamente com o tipo de auxina exercem papel fundamental na 
competência embriogênica. Usando como explantes, embriões zigóticos imaturos de 
C. papaya L., em meio suplementado com 2,4-D, por exemplo, foi suficiente para 
produzir calos altamente embriogênicos (KOEHLER, 2004; CLARINDO et al., 2008; 
ANANDAN et al., 2012; ABREU et al., 2014).  
Em teste de indução com embriões zigóticos maduros de Jarilla 
heterophylla, Nuño-Ayala et al. (2012) mostraram que a presença de sulfato de 
adenina teve efeitos inibidores na geração de calos a partir de explantes iniciais, 
apresentando resultados de 14 embriões somáticos obtidos com a adição de sulfato 
de adenina, enquanto na ausência foram obtidos 74 embriões somáticos. Efeitos 
semelhantes podem ter ocorrido no presente trabalho, havendo necessidade de 
transferência das brotações induzidas em meio com o sulfato de adenina (Figura 
1C), para meio isento de regulador de crescimento e a sua permanência por um 
determinado período de tempo, de forma que ocorra redução endógena desta 
citocinina, o que pode estar interferindo na baixa frequência de embriões somáticos 
do mamoeiro hermafrodita hibrido UENF/Caliman 01, quando induzido em meio 
auxínico. 
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4.2. Maturação dos embriões somáticos 
 
A maturação é uma das fases importantes da embriogênese somática, e a 
adição de promotores de maturação tais como polietilenoglicol (PEG), ácido 
abiscísico (ABA) e carvão ativado (CA) é crucial para a promoção da maturação dos 
embriões somáticos e à sua conversão em plântulas (CALIC-DRAGOSAVAC et al., 
2010). O PEG é um agente osmótico de alto peso molecular que, quando utilizado 
em cultura de tecidos, reduz o potencial hídrico do meio de cultura e causa grande 
estresse hídrico às células. Segundo Pan e Jiang (2015) em mamoeiro os fatores de 
transcrição relacionado ao gene WRKY que estão envolvidos na resposta ao 
estresse hídrico são TF807.3, TF43.76, TF12.199 e TF12.62.Proteínas WRKY são 
uma família de reguladores de transcrição em plantas superiores, expressa em 
baixos níveis em caules, raízes, e pétalas, e expressa a níveis elevados em folhas, 
quase não detectável no desenvolvimento de sementes, e é fortemente expressa 
transientemente em óvulos fertilizados portadores de embriões no estádio torpedo 
final, indicando um papel específico durante a embriogênese (LAGACÉ et al., 2004; 
LING et al., 2011). 
A expressão de genes GhWRKY durante desenvolvimento de fibras, 
senescência foliar, anteras e tecidos (raízes, caules, folhas e embriões) de 
Gossypium raimondii e Gossypium hirsutum sob estresse abiótico (hídrico e 
alagamento), foi observado que a maioria dos genes GhWRKY mostram expressão 
muito elevada, o que implica que genes WRKY funcionam na resposta ao estresse 
(DOU et al., 2014).  
O padrão de expressão observado para ScWRKY1 em embriões de 
Solanumchacoense no estádio torpedo, sugerem que os fatores de transcrição da 
família pode ser WRKY, envolvido em eventos cruciais durante a embriogênese e o 
desenvolvimento da semente em plantas (LAGACÉ et al., 2004). 
Com o intuito de identificar genes envolvidos na indução de embriões 
somáticos, Krassimira e Alexandrova (2002), na extração do RNA total de folhas de 
genótipos embrionários e não embrionários, utilizados para gerar fragmentos de 
cDNA diferentemente expresso, estes foram rastreados e dois genes relacionados a 
embriogênese somática foram identificados como DGE1 e DGE2. A análise do RNA-
blot mostrou que as DGEs foram expressos na cultura de folhas embriogênicas, no 
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qual transcrições DGE1 foram identificados para embriogênese direta e indireta, 
enquanto DGE2 somente para embriogênese direta. Um segmento de 90aa DGE1 
mostrou 81% de identidade com a proteína de ligação de DNA WRKY21 de 
Arabidopsis thaliana que continha um WRKY domínio e uma sequência de 
direcionamento nuclear, para DGE2 a sequência inteira não tinha homologia com 
quaisquer sequências contidas no banco de genes. Indicam que DGE1 e DGE2 são 
genes relacionados com a embriogênese somática com possíveis funções nucleares 
reguladoras. De acordo com a comparação homológica entre WRKY de mamão e de 
outras plantas feita por Pan e Jiang (2015) sugere que a homologia elevada das 
WRKY sem mamoeiro pode ter funções semelhantes com os seus genes homólogos 
em outras espécies.  
No presente trabalho, a adição apenas do ABA ou ABA + PEG no meio de 
cultura resultou em baixa frequência de ES calo-1 (6,6) mesmo nos embriões obtidos 
a partir da auxina 4-CPA (Tabela 2).  
Tabela 2. Maturação de embriões somáticos do mamoeiro hermafrodita híbrido 
UENF/Caliman 01 obtidos de discos foliares de brotações axênicas in vitro a partir 
da indução em 2,4-D (6; 9; 12; 15 e 18 μM) e 4-CPA (19; 22; 25; 28 e 31 μM), após 
120 dias de cultivo 
 
Auxinas 
Meio de maturação 
(MM) 
Calos embriogênicos 
(%)  
Frequência absoluta  
ES calo-1 
(120 dias MM) 
 
 
2,4-D 
MS completo     12 b (1) 4,0 e 
MA+CA 16 b 2,0 e 
MS+ABA 16 b 1,6 e 
MS+ABA+CA 12 b 2,4 e 
MS+ABA+PEG   8 b 6,0 e 
 
 
CPA 
MS completo 68 a 9,4 c 
MA+CA 60 a                21,4 b 
MS+ABA 84 a  9,6 c 
MS+ABA+CA 68 a                36,6 a 
MS+ABA+PEG 68 a 6,6 d 
(1)
Médias seguidas das mesmas letras não diferem estatisticamente entre si, em nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Knott. 
Vale et al. (2014) obtiveram 40 embriões somáticos cotiledonares por calo 
ao usarem PEG (6%) na maturação de embriões de mamoeiro híbrido 
UENF/Caliman 01. Segundo estes autores, as proteínas na faixa de 34-87 KDa 
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foram mais abundantes com PEG 6% em relação ao controle, sugerindo que essas 
proteínas podem ser fundamentais no processo de maturação servindo como 
marcadores bioquímicos para a embriogênese somática deste híbrido. Entretanto, no 
presente trabalho a máxima frequência de ES calo-1 (36,6) aos 120 dias foi obtida 
em meio MS de maturação com ABA (0,5 µM) + CA (15 g L-1) (Tabela 2 Figura 1K, 
L). Verifica-se, portanto, ação pronunciada do CA aumentando em 73,77% a 
frequência dos ES calo-1 (Tabela 2). O efeito do CA está associado a adsorção de 
substancias tóxicas, como compostos fenólicos entre outros metabólitos, os quais 
são responsáveis pela inibição da morfogênese, processo decorrente da divisão e 
diferenciação celular (FRIDBORG et al., 1978; MARTÍNEZ et al., 2015). Segundo 
Detoni (2013), calos embriogênicos do mamoeiro Golden THB em meio de 
maturação suplementado com ABA (0,5 µM) + CA (15 g L-1) é muito eficiente tanto 
para elevar a frequência de ES calo-1 quanto para inibir a germinação precoce. 
O ABA, auxilia na formação e maturação de um grande número de embriões 
somáticos, de alta qualidade e aptos a se tornarem plantas (GUERRA et al., 1999). 
Na ausência de ABA, a maturação resulta em embriões somáticos pouco 
desenvolvidos e frequentemente anormais, apresentando baixa capacidade para a 
germinação e desenvolvimento da planta (DETONI, 2013).  
A interação positiva do ABA e CA foi observado na conífera abeto da 
Noruega (Piceaabies L., Karst.), em que, essa combinação aumentou os 
rendimentos de embriões somáticos cotiledonares, o número de genótipos que 
formam embriões cotiledonares, além de reduzir o custo de produção de embriões. 
Esses embriões aumentaram de tamanho, apresentaram regiões apicais maiores, 
tornaram-se mais semelhantes com os zigóticos quanto a forma e, apresentaram 
percentuais mais elevados do desenvolvimento do epicótilo na germinação 
(PULLMAN et al., 2005). 
As concentrações dos componentes de maturação também são cruciais para 
os estádios de desenvolvimento embrionário. Calos embriogênicos provenientes de 
indução com 4-CPA, cultivados em meio de maturação (MS+ABA+CA) 
apresentaram mais alto desempenho no desenvolvimento dos embriões em todos os 
estágios, com maiores números de embriões somáticos formado por calo (Tabela 3, 
Figura 1 K, L). 
Embriões globulares foram observados na 12a semana de indução (Tabela 
3). Nuño-Ayala et al. (2012) em Jarilla heterophylla, obtiveram o mesmo resultado, 
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de formação de embriões globulares na 12a semana em meio de indução 
suplementado com 30 g L-1 sacarose, 0,4 g L-1 de glutamina e 0,40 mg L-1 de sulfato 
de adenina, sem a adição de qualquer auxina no meio de cultura. Verma et al. 
(2016), em MM suplementado com ABA, obtiveram desenvolvimento favorável de 
embriões globulares, de coloração branca e amarelo pálido, com maior progressão 
destes em cotiledonares posteriormente. Segundo estes autores, estes embriões 
cotiledonares, que inicialmente eram na cor branca, tornaram-se verdes e foram 
submetidos a germinação, características iguais as constatadas no presente 
trabalho. Anandan et al. (2012) trabalhando com meio líquido, suplementado com 
ABA (10,5 mgL-1), resultou num rendimento superior de embriões no estádio 
cotiledonar, e na ausência ou em menores concentrações de ABA obtiveram 
produção menor de embriões, em que, a maioria dos quais eram anormais. 
Tabela 3. Número médio de embriões somáticos do mamoeiro hermafrodita híbrido 
UENF/Caliman 01 obtidos por explante foliar de brotações axênicas in vitro a partir 
de 2,4-D (6; 9; 12; 15 e 18 μM) e 4-CPA (19; 22; 25; 28 e 31 μM), em diversos 
estádios desenvolvimento, após 120 dias de cultivo 
  Estádio embriogênico 
Auxinas Meio de maturação 
(MM) 
Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar 
 
 
2,4-D 
MS completo  0,2 d (1) 0,0 d 0,2 d 0,0 d 
MS+CA   0,8 d 0,0 d 1,2 d 0,0 d 
MS+ABA   1,2 d 0,0 d 0,4 d 0,0 d 
MS+ABA+CA   0,6 d 0,6 d 1,2 d 0,0 d 
MS+ABA+PEG   0,0 d 0,0 d 0,6 d 0,0 d 
 
 
CPA 
MS completo   1,6 d 2,6 c 4,0 c 1,4 c 
MS+CA   5,0 b 5,0 b  6,6 b 4,8 b 
MS+ABA   2,8 c 0,8 d 4,2 c 1,6 c 
MS+ABA+CA 10,4 a 8,6 a   10,0 a 7,6 a 
MS+ABA+PEG   2,6 c 0,6 d 2,2 d 1,2 c 
(1)
Médias seguidas das mesmas letras não diferem estatisticamente entre si, em nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Knott. 
No mamoeiro UENF/Caliman 01, o desenvolvimento de embriões 
cotiledonares apresentou reações favoráveis quando provenientes de indução com 
4-CPA (Figura 1M, N, O), em respostas ao MM suplementado com ABA e CA 
registrando a maiores médias (7,6) em meio MS de maturação com ABA + CA, e 
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(4,6) com CA (Tabela 3). Verma et al. (2016), obtiveram excelente desempenho com 
MM, suplementado com AIA(2 mgL-1) + TDZ (2 mgL-1) + ABA (100 mgL-1) em 
explantes foliares de açafrão (Crocus sativus), em que houve maior proliferação e 
desenvolvimento de embriões na fase cotiledonar. Comportamento favorável 
também foi encontrado por Ju et al. (2014) com adição de 0,5% de CA no MM, o que 
aumentou significativamente a percentagem de maturação (87,52%), se comparado 
a ausência de CA (35,51%). Martínez et al. (2015), observaram com a espécie 
Quercus rubra que a combinação do meio basal de Murashig e Skoog (1962) 
contendo 0,4% CA, 3% de sacarose, e 20μM de thiosulfato de prata, foi a mais 
adequada para a produção de embriões cotiledonares (𝑋 = 149,2) e para a sua 
subsequente germinação (88,9%). 
O meio de maturação com PEG 6000 (60 g L-1) causou redução no 
desenvolvimento de embriões somáticos em todos os estágios (Tabela 3). Heringer 
et al. (2013), avaliando a maturaçãode embriões zigóticos imaturos do mamoeiro 
hibrido UENF/Caliman 01, em meio com PEG 3350 (60 g L-1), obtiveram asmaiores 
respostas de maturação (83,3%), o maior número de embriões somáticos por calo 
(78. Na cv. Golden THB o aumento das concentrações de PEG 6000 reduziua 
normalidade dos embriões somáticos, em aproximadamente 54%, ao comparar com 
aausência na máxima concentração estudada de 70 g L-1 (CHAGAS, 2014). A 
formação de anormalidades morfológicas nos embriões somáticos foi observada em 
todos os meios estudados no presente trabalho, tais como monocotilédones, multi-
cotilédones e cotilédones fundidos (Figura 1O). Variações como estas foram também 
observadas no desenvolvimento de embriões somáticos de mamoeiro cv. Improved 
Sunrise Solo line 72/12 (KOEHLER, 2004), cv.Golden (ANANDAN et al., 2012), cv. 
Golden THB (DETONI, 2013), cv. Golden e geração F2 do híbrido UENF/Caliman 01 
(VALE et al., 2014). 
 
4.3.  Germinação dos embriões cotiledonares 
 
A partir das análises dos resultados obtidos na fase de maturação, foram 
selecionados apenas os embriões cotiledonares do melhor meio de maturação (MM: 
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MS+ABA+CA) (Tabela 3, Figura 1M, N), que foram transferidos para meio de 
germinação suplementado com concentrações (0,5; 1,0 e 1,5 mg L-1) de ácido 
giberélico (GA3). Os tratamentos foram realizados em 40 embriões cotiledonares, 
dispostos aleatoriamente 10 unidades em cada meio MS com três diferentes 
concentrações de GA3 e em meio sem regulador de crescimento.  
No período de 30 dias, os embriões foram classificados em germinados e 
não germinados, obtendo valores de 6 e 34, respectivamente.  A ausência de 
regulador de crescimento não resultou em germinação de embriões somáticos 
cotiledonares do mamoeiro hermafrodita híbrido UENF/Caliman 01. E mesmo 
quando ao meio foi acrescido GA3, a germinação dos embriões somáticos foi baixa 
com percentual de 20% em 0,5 mg L-1 de GA3, e 40% em 1,0 mg L
-1 de GA3, em que 
a conversão em plântulas viáveis foi praticamente nula (Figura 1 P, Q).  
Uma série de resultados, em plantas de diferentes espécies, sugere que o 
GA3 estimula genes que estão envolvidos, principalmente, no alongamento e divisão 
celular (ZIMMERMAN et al., 1993). Segundo Chen et al. (2006) a germinação é 
acompanhada pelo aumento da regulação de um número de genes de resposta ao 
estresse e transportador de membrana, e, como esperado, esverdeamento está 
associada com a sobre-regulação de diversos genes que codificam os componentes 
fotossintéticos e cloroplastos. 
Em Curcuma amada Roxb. (mango gengibre), avaliando os efeitos do GA3 e 
o fotoperíodo na fase de germinação em sementes sintéticas a partir de embriões 
maduros. A máxima germinação foi de 74,99% em meio contendo 0,25 mg L-1 de 
GA3 mantidas no escuro, a germinação foi também inibida em maiores 
concentrações de GA3, houve também influencia das concentrações de nutrientes na 
germinação dessas sementes sintéticas, no qual as maiores porcentagens de 
germinação foram obtidas em MS ½ força, contendo 0,25 mg L-1 de GA3 e 3% de 
sacarose (RAJU et al., 2016).  
Essa constatação sugere que as concentrações do GA3 empregada para 
este genótipo de mamoeiro, pode intervir desfavoravelmente a germinação dos 
embriões, havendo necessidade de redução endógena de nutrientes do meio MS, ou 
mesmo do ABA anteriormente usado na maturação dos embriões somáticos, que 
inclusive induz a produção de LEAs o que confere a tolerância a dessecação dos 
embriões, podendo estabelecer dormência fisiológica nestes embriões.Seus genes 
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são expressos em fases tardias da embriogênese, e pode ser induzida quando 
embriões somáticos e zigóticos são tratados com ABA (IKEDA-IWAI et al., 2002).  
Em Arabidopsis thaliana foi identificado 51 genes que codificam proteínas 
LEA e, estes são classificados em nove grupos distintos, em que mostram 
expressão para a produção de LEA em resposta a sinalização pelo ABA e/ou a baixa 
temperatura (HUNDERTMARK, et al., 2008; YOSHIDA, et al., 2014). Negin e 
Moshelion (2016) confirmam, após o tratamento com ABA, que genes são regulados 
positivamente, e estes incluem aqueles que codificam LEAs, fatores de transcrição e 
osmoprotetores, bem como de energia e de genes relacionados com o metabolismo. 
As proteínas podem ser utilizadas como marcadores para a ES, relacionando assim 
estágios embrionários e suas alterações nos perfis protéicos com o desenvolvimento 
embrionário (CAMPALANS et al., 2000). 
Em mamoeiro, observa-se baixa germinação, produção de calos na base da 
radícula do embrião e a ocorrência de mudas hiperídricas (ASCENCIO-CABRAL et 
al., 2008). Estes autores, ao testarem agentes gelificantes ao meio de cultura 
encontraram uma alternativa para minimizar os problemas citados acima, com o uso 
do Bactoagar® (7,5 gL-1) em que, obtiveram germinação de 41%, superior ao 
encontrado com ágar® (7,0 gL-1) e Fitagel® (3,0 gL-1) que foi de 10 e 23% 
germinação, respectivamente, originando plântulas livres de anomalias.Os 
resultados do presente trabalho, corroboram com os obtidos por Ascencio-Cabral et 
al. (2008), onde a utilização de ágar como agente solidificante do meio MS, e a 
suplementação com GA3 resultou em baixa germinação e formação de embriões 
anormais, entretanto, não houve hiperidicidade dos embriões (dados não 
apresentados).  
Em muitos sistemas embriogênicos, a transferência de ES para meios de 
cultura livres de reguladores de crescimento, aumenta o desenvolvimento do ES e a 
sua conversão em plântulas (JU et al., 2014). A maturação dos embriões em meio 
solidificado com ágar deu origem a uma taxa de germinação muito mais elevada 
(48%) do que aquela observada quando foi realizada a maturação na presença de 
goma de gelano (30%), produzido pela bactéria Sphingomonas elodea (MARQUEZ-
MARTIN et al., 2009). 
Os embriões do mamoeiro hermafrodita híbrido UENF/Caliman precisavam 
que a radícula fosse estimulada ao crescimento e, portanto, isto teve muito baixa 
eficiência, ao manter estes embriões em meio MS com ausência e presença de GA3 
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nas concentrações estudadas (Tabela 4). A provável explicação, pode estar no tipo 
e concentrações do regulador de crescimento estudadas. Wu et al. (2012) 
observaram em brotos de mamoeiro cv. Meizhonghong maior porcentagem (90%) e 
qualidade de raízes em meio MS + AIB (0,5 e 1,0 mg L-1 por 3 e 1 dia, 
respetivamente), antes da transferência para o meio 3/2 MS (1,5x os macro-
elementos) + CA (0,5 g L-1) +sacarose (5 g L-1) para o desenvolvimento de raízes. 
Estes autores, observaram também que, a exposição destes explantes em AIB 
(1000 mg L-1) por 10 segundos, resultou em 84,7% de enraizamento e com raízes 
normais, antes da transferência para o meio de desenvolvimento de raízes. Portanto, 
sugere-se estudar a indução em embriões hermafrodita híbrido UENF/Caliman 01, 
outros indutores, a exemplo, das auxinas, como o AIB em diferentes tempos de 
exposição em meio sólido e pulsos em meio líquido.   
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5. CONCLUSÕES 
 
 
 
A eficiência na indução da embriogênese somática de explantes foliares 
axênicos de brotações in vitro do mamoeiro hermafrodita hibrido UENF/Caliman 01, 
foi maior com 4-CPA (25 µM), com efeito significativo na indução de calos 
embriogênicos.  
A maturação e conversão de embriões somáticos foram obtidos em maior 
número após inoculadas em meio MS suplementado com ABA (0,5µM) e CA (15 
mgL-1).  
Para a germinação dos embriões somáticos cotiledonares, a suplementação 
com GA3 potencializa a conversão em plântulas, ainda com baixa eficácia, porém 
mais efetivo quando comparadas com meio MS isento de regulador de crescimento.  
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